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(54) Titulo: SISTEMA DE EXPRESION DE ANTIGENOS HETEROLOGOS COMO PROTEINAS DE FUSION 
(57) Abstract 

The present invention relates to biotechnology and genetic engineering, particularly the expression of heterologous proteins in 
microorganisms through their fusion, by applying the recombinant DNA technology, to bacterial peptides. The present invention provides 
an efficient process for the expression in Escherichia coli of heterologous proteins as fusion polypeptides with a view to obtaining them with 
a high degree of purity, in commercially useful amounts, and in an oppropriate form for their inclusion in vaccine preparations intended to 
human use. To this effect, what is essentially used is a stabilizing sequence derived from the first 47 aminoatids of the antigen P64k of 
Neisseria meningitidis B:4 :P1.15. In particular, use is made of a recombinant plasmide containing said sequence, under the control of the 
triptophane promotor of E. coli and of the terminator of the transcription of the phage T4, including restriction sites which provide for the 
cloning in phase of DNA fragments coding for polypeptides of interest. The process of the invention is applicable to the pharmaceutical 
industry for the development of diagnostic systems, vaccine preparations, and in any situation where it is required to obtain high amounts 
of heterologous proteins as fusion polypeptides in E. coli. 

(57) Resumen 

La presente invention est* relacionada con la rama de la biotecnologfa y la ingenieria gendtica, particularmente con la expresi6n 
de protefnas heterologas en microorganismos mediante su fusi6n, usando la tecnologfa del ADN recombinante, a p^ptidos bacterianos 
Mediante la presente mvencidn se proporciona un procedimiento eficaz para la expresi6n en Escherichia coli de protefnas heter6Iogas como 
poIip6ptidos de fusi6n con vistas a su obtenci6n con un alto grado de pureza, en cantidades comercialmente utiles, y de forma que permita su 
inclusion en preparados vacunales destinados al uso en humanos. Para ello se emplea esencialmente una secuencia estabilizadora derivada 
de los pnmeros 47 ammoacidos del antfgeno P64k de Neisseria meningitidis B:4 :P1.15. En particular, se usa un plasmidio recombinante 
conteniendo dicha secuencia bajo el control del promotor triptofano de E. coli y del terminador de la transcription del fago T4 incluyendo 
sitios de restncci6n que permiten la clonaci6n en fase de fragmentos de ADN codificantes para polipeptidos de interns. El procedimiento 
oojeto de la presente mvencion es aplicable en la industria farmaceutica, para el desarrollo de sistemas de diagn6stico, de preparados 
vacunales y en cualquier situacion donde sea necesaria la obtenci6n en grandes cantidades de protefnas heter61ogas como polipeptidos de 
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SISTEMA DE EXPRESION DE ANTlGENOS HETEROLOGOS COMO PROTEINAS 

DE FUSION. 

Sector Tecnico. 

La presente invencion esta relacionada con la raraa de la biotecnologia y la 
ingenieria genetica, particularmente con la expresion de proteinas heterologas en 
hospederos microbianos mediante su fusion, usando la tecnologia del ADN 
recombinante, a peptidos bacterianos. 
Tecnica Anterior. 

La utilidad de la tecnologia del ADN recombinante para producir proteinas de 
interes de cualquier origen en E. coli ha sido extensivamente demostrada. Para 
ello una gran cantidad de vectores han sido desarrollados, aunque nuevas 
variantes son necesarias debido a que, frecuentemente cada gen a clonar y 
expresar representa un caso individual (Denhardt, D.T. y Colasanti, J.; Vectors, 
Butterworths, Stoneham, MA, pp. 179-204, 1987 y Lukacsovich, T. et al, Journal 
of Biotechnology, 13, 243-250, 1990). 

La sintesis intracelular ha sido la estrategia mas usada para la obtencion de 
polipeptidos heterologos en B. coli, debido a los altos niveles de expresion 
alcanzables (Goeddel, D.V, Methods EnzymoL, 185, 3-7, 1990). Sin embargo, 
factores tales como la sensibilidad a proteasas del hospedero o toxicidad de la 
proteina expresada pueden disminuir significativamente dichos niveles, 
independientemente del uso de secuencias reguladoras de alta eficiencia (Lee, C. 
A. y Saier, M. H., J. Bacterid., 153, 685-692; Gwyn, G. W., Membrane Protein 
Expression Systems: A User's Guide, Portland Press, Londres, UK, 29-82). 
La donation en vectores apropiados de secuencias nucleotidicas codificantes 
para proteinas de interes, en fase con secuencias de acidos nucleicos que 
codifican polipeptidos estables en la celula hospedera, da lugar a la expresion de 
productos hibridos en el citoplasma celular conocidos como proteinas de fusion 
(Marston, F.A.O., Biochem. J. 240, 1-12, 1986). Dichos polipeptidos son 
generalmente menos sensibles a degradation proteolitica por el hospedero o 
menos toxicos debido a la formation de cuerpos de inclusion, lo cual resulta en 
niveles de expresion superiores a los obtenidos sin el uso del peptido 
estabilizador (Itakura, K. et al, Science, 198, 1056-1063, 1977). Adicionain\2nte, 
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esta forma de expresion facilita y abarata los pasos iniciales de la purificacion si 
se dispone de metodos para la renaturalizacion posterior del producto 
recombinante (Fischer, B., Sumner, I. y Goodenough, P., Biotechnol. Bioeng., 41, 
3-13). 

5 Los cuerpos de inclusion son agregados proteicos insolubles que aparecen 
como cuerpos electrodensos en el citosol durante la expresion de muchas 
proteinas recombinantes en E. coli (Rinas, U. y Bailey, J., Appl. Microbiol. 
Biotechnol., 37, 609-614). Ellos son el resultado de la interaccion entre 
polipeptidos parcialmente plegados, cuya agregacion esta termodinamicamente 

10 favorecida debido a la exposicion en los mismos de residuos hidrofobicos al 
solvente (Kiefhaber, T., Rudolph, R. et al, Biotechnology, 9, 825-829). El lento 
plegamiento en el citosol bacteriano de muchas proteinas eucarioticas, debido a 
la abundancia de aminoacidos formadores de puentes disulfuro (Cisteina) o 
formadores de giros beta (Prolina) ha estimulado el uso abundante de las mismas 

1 5 como peptido estabilizador. Ejemplo de lo anterior es el uso con este proposito de 
polipeptidos con actividad de union a anticuerpos, provenientes de la globulina 
de la grasa de la leche humana (HMFG), segun la solicitud de patente del PCT 
No. WO 9207939 A2 920514; de regiones constantes de las inmunoglobulinas, 
segun se describe en la solicitud de patente europea No. EP 0464533 Al 920108; 

2 0 de la angiogenina humana (solicitud de patente europea No. EP 0423641 A2 
910424), de la hormona del crecimiento (EP 0429586 Al 910605), la glutation-S- 
transferasa (WO 8809372 Al 881201) y de la adenilato quinasa porcina (EP 
0423641 A2 910424 y EP 0412526 A2 910213). 

Sin embargo, el uso de polipeptidos estabilizadores que constituyen una parte 

2 5 significativa de la proteina de fusion tiene algunas desventajas si la anterior es 
un candidato vacunal, pues la presencia de secuencias foraneas puede alterar el 
orden natural de los epitopes de celulas B y T (Denton, G., Hudecz, F., Kajtar, J. 
et al, Peptide Research, 7, 258-264) o el procesamiento de las mismas por las 
celulas presentadoras de antigeno (Del Val, M., Schlicht, H., Ruppert, T., et al, 

30 Cell, 66, 1145-1153), pudiendo incluso llegar a afectar seriamente la 
inmunogenicidad de la misma por el fenomeno de supresion epitopo-especifica 
(Etlinger, H., Immunol. Today, 13, 52-55). 
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Es debido al fenomeno anterior que se ha tratado de definir, en algunos casos, 
fragmentos pequenos que aun estabilicen la expresion. Por ejemplo, la solicitud 
de patente alemana No 35 41 856 Al (Hoechst AG) reporta la posibilidad de 
utilizar un peptido estabilizador conformado por al menos los primeros 95 
5 aminoacidos del extremo N-terminal de la proteina humana Interleucina-2 (IL-2) 
para obtener proteinas de fusion de forma insoluble sintetizadas en E. coll De 
igual forma en las solicitudes de patente europeas No. 0 416 673 A2 y No. 229 
998 de la misma firma se usa un peptido estabilizador consistente en los 
primeros 58 6 38 aminoacidos de dicha proteina, respectivamente. Tambien se 
0 usan los primeros 58 residuos de la IL-2 en la patente europea No. 416 673 Bl, y 
una estrategia similar se sigue en el caso del uso con este proposito de 
fragmentos N-terminales de la seroalbumina humana (solicitud de patente 
europea No. EP 0423641 Al 920212); del peptido III activador del tejido 
conectivo (WO 90136647 Al 901115) y de fragmentos de la kallikrema humana 
5 (EP 0381433 Al 900808). Estas invenciones dan solucidn al problema anterior, 
pero los polipeptidos de fusion obtenidos no pueden incluirse en preparados 
vacunales para uso en humanos, debido a la posibilidad de induccion de 
enfermedades autoinmunes por la presencia en ellos de secuencias homologas o 
identicas a proteinas humanas. 

La alternativa de utilizar polipeptidos estabilizadores de origen bacteriano — y 
por lo tanto, sin reactividad cruzada con antigenos de origen humano- para la 
expresion intracelular, tambien ha sido explorada con exito. Una de las proteinas 
mas usadas con este fin ha sido la 6-galactosidasa de E. coli (Itakura, K. et al, 
Science, 198, 1056-1063, 1977) o porciones de ella (solicitud de patente alemana 
No. EP 0235754 A2 870909, de la firma Hoechst AG). La principal desventaja de 
este sistema es el gran tamano de esta proteina, que trae como consecuencia que 
el peptido deseado solo represente una pequena porcion de la proteina hibrida 
total (Flores, N. et al, Appl. Microbiol. Biotechnol. 25, 267-271, 1986; Goeddel, 
D.V. etal, P.N.A.S. USA, 76, 106-110). Identicos problemas ha presentado el uso 
del fragmento C de la toxina del tetanos y la exotoxina de Pseudomonas sp. 
(solicitudes de patentes Nos. WO 9403615 Al 940217 y EP 0369316 A2 900523). 
Una variante de expresion muy promisoria es el uso de fusiones con la 
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tiorredoxina de E. coli (solicited de patente No. WO 9402502 Al 940203), que usa 
la propiedad de la misma de ser liberada de la celula por estres osmdtico 
(Elyaagoubi, A., Kohiyama, M., Richarme, G., J. BacterioL, 176, 7074-7078) para 
facilitar la purificacion. Sin embargo, este esquema no es funcional para la 
5 obtencion de cuerpos de inclusion, pues los mismos no son liberados mediante 
este procedimiento. 

Muchos de estos problemas han sido solucionados con el disefio de proteinas 
de fusion modulares. En estas, el peptido estabilizador esta separado de la 
proteina de interes por un espaciador que permite el plegamiento independiente 

10 de ambos, y cuya secuencia aminoacidica le hace susceptible al ataque de 
endopeptidasas especificas. Si existe un ligando que reconoce el estabilizador 
escogido, es posible entonces purificar el polipeptido de fusion mediante 
cromatografia de afinidad y finalmente separarlo del estabilizador mediante el 
tratamiento con determinadas proteasas (Cress, D., Shultz, J. y Breitlow, S., 

15 Promega Notes, 42, 2-7). Una ventaja adicional es la posibilidad de aprovechar 
esta interaction molecular para el seguimiento de pasos intermedios de la 
purificacion sin la necesidad de disponer de anticuerpos para cada proteina a 
expresar. Un ejemplo bien conocido de lo anterior es el uso de la afinidad del 
aminoacido histidina (Hys) con algunos metales como el niquel (Ni) y el zinc (Zn) 

20 en sistemas compuestos por un estabilizador con 6 Hys en tandem y una matriz 
de afinidad de quelatos de niquel, segun lo descrito en la solicitud de patente No. 
WO 9115589 Al 911017 de The Upjohn Co. A pesar de todo esto, este tipo de 
sistema de expresion no funciona en todos los casos, pues entre otras razones la 
proteina de interes puede tener sitios de corte para la proteasa escogida, o 

25 plegarse de forma que el espaciador no este accesible al solvente (Uhlen, M. y 
Moks, T„ Meth. Enzymol. 185, 129-140; Cress, D., Shultz, J. y Breitlow, S., 
Promega Notes, 42, 2-7), interferir la union entre el estabilizador y la matriz de 
afinidad (New England Biolabs, The NEB Transcript, 3, 14), o simplemente 
requerir, para su purificacion, condiciones que afecten su actividad biologica. Por 

30 esta razon es deseable disponer de distintas variantes, pues cada proteina a 
expresar de esta forma puede representar un caso particular. Se han 
desarrollado con esta fmalidad, entre otros, peptidos estabilizadores basados en 
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la proteina de union a maltosa de E. coli (MalE), los cuales tienen afinidad por 
resinas de amilosa (solicitud de patente EP 0426787 Al 910515); en las enzimas 
cloranfenicol acetil transferasa (solicitud de patente No. EP 0131363 Al 850116) 
o en la glutation-S- transferasa (solicitud de patente No. EP 0293249 Al 88130, 
5 de la Amrad Corp,, Ltd.) purificable con matrices del sustrato inmovilizado; en la 
proteina A de Staphylococcus aureus, segun la solicitud de patente No. WO 
9109946 Al 910711; y en la subunidad de 12.5 kDa del complejo de la 
transcarboxylasa de Proprionibacterium shermanii, la cual es biotinilada in vivo y 
permite la purification basada en la afinidad de la biotina por la avidina (Cress, 
0 D., Shultz, J. y Breitlow, S., Promega Notes, 42, 2-7, solicitudes de patentes No. 
EP 0472658 Al 920304 6 WO 9014431 Al 901129). 

De particular interes resulta el metodo descrito en la solicitud patente EP 
0472658 Al 920304 6 WO 9014431 Al 901129, desarrollada por la 
Biotechnology Research and Development Corporation, conjuntamente con la 
5 Universidad de Illinois, USA. En ella se describe un sistema de expresion que usa 
el dominio de union al acido lipoico de la dihidrolipoamida acetil transferasa (EC 
2.3.1.12), tambien conocida como la subunidad E2 del complejo de la piruvato 
deshidrogenasa de E. coll Este dominio es modificado postraduccionalmente in 
vivo mediante la adicion de una molecula de acido lipoico al nitrogeno e de una 
de sus lisinas (Guest, J.R., Angier, J.S. y Russell, G.C., Ann. N.Y. Acad. Sci., 573, 
76-99), lo que es aprovechado para la purification e identification de proteinas 
fusionadas al mismo mediante el uso de un anticuerpo que reconoce solo 
dominios lipoilados. 

Este metodo, sin embargo, adolece de un numero de inconvenientes. En 
primer lugar, es conocido que la sobrexpresion de proteinas conteniendo 
dominios de union al acido lipoico sobrepasa la capacidad de lipoilacion celular, 
produciendose como consecuencia dominios no lipoilados (Miles, J.S. y Guest, 
J.R., Biochem. J., 245, 869-874; Ali, S.T. y Guest, J.R., Biochem. J., 271, 139- 
145) u octanoilados (Ali, S.T., Moir, A.J., Ashton, P.R. et al Mol. Microbiol., 4, 
943-950; Dardel, F., Packman, L.C. y Perham, R.N., FEBS Lett. 295,13-16), lo 
que puede disminuir el rendimiento durante la purification por inmunoafinidad. 
En segundo lugar, existe una serie de enfermedades de origen supuestamente 
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autoinmune que tienen cofno factor cormin la presencia de anticuerpos que 
reconocen especificamente al acido lipoico en el contexto de estos dominios. 
Entre ellas estan la cirrosis biliar primaria, una enfermedad cronica 
caracterizada por la inflamacion y obstruction progresiva de los conductos 
5 biliares intrahepaticos (Tuaillon, N., Andre, C, Briand, J. P. et al, J. Immunol, 
148, 445-450); y la hepatitis provocada por el halotano, un anestesico de amplio 
uso que derivatiza algunas proteinas mediante la formacion de trifluoroacetil 
lisina (Gut, J., Christen, U., Frey, N. et al, Toxicology, 97, 199-224). El suero de 
los pacientes de esta enfermedad reconoce dichos complejos, cuya estructura 

10 molecular es mimetizada por el acido lipoico en el contexto de las 
dihidrolipoamida acetil transferasas (Gut, J., Christen, U., Frey, N. et al, 
Toxicology, 97, 199-224). Por esta razon es deseable evitar la presencia del acido 
lipoico en dichos peptidos si las proteinas de fusion que los contienen 
constituyen candidatos vacunales para uso en humanos. 

15 Divulgacion de la Invencion. 

Es objeto de la presente invencion un procedimiento para la expresion a altos 
niveles de proteinas heterologas como polipeptidos de fusion en E. coli; el cual 
esta basado en el uso de una secuencia estabilizadora derivada de los primeros 
47 aminoacidos del antigeno P64k de TV. meningitidis B:4:P1.15 (solicitud de 

2 0 Patente Europea No. 0 474 313 A2) que confiere a los mismos la capacidad de 
expresarse como cuerpos de inclusion. Dicha secuencia, aunque presenta 
homologia con parte del dominio de union al acido lipoico de las dihidrolipoamida 
acetil transferasas, ha sido manipulada geneticamente para eliminar la 
posibilidad de modification por el mismo y presenta la ventaja de ser poco 

25 inmunogenica. Este procedimiento tambien comprende el uso de un anticuerpo 
monoclonal que reconoce especificamente el mencionado estabilizador, 
permitiendo la inmunodeteccion de cualquier proteina fusionada al mismo. 

Particularmente, en la presente invencion se usa un plasmidio recombinante 
como vector de expresion, el cual porta dicha secuencia bajo el control del 

30 promotor triptofano (ptrip) de E, coli, seguida por sitios de restriccion Xbal, 
EcoRV y BamHI que permiten la clonacion en fase de fragmentos de ADN 
codificantes para polipeptidos de in teres. Este vector consta ademas del 
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terminador de la transcripcion del gen 32 del bacteriofago T4, y de un gen de 
resistencia a ampicilina como marcador de seleccion. 

Este procedimiento hace posible ademas la inclusion del polipeptido de fusion 
obtenido en preparados vacunales destinados al uso en humanos; y la naturaleza 
del peptido estabilizador empleado permite la generacion de una respuesta 
inmune eficaz contra la proteina foranea o peptido multiepitopico unido al 



mismo. 



Constituye una novedad de la presente invencion la manipulacion genetica y el 
uso de un fragmento estabilizador homologo a parte del dominio de union al 
acido lipoico de las dihidrolipoamida acetil transferasas para la produccion de 
proteinas de fusion por via recombinante en E. coll Particularmente, constituyen 
novedades de la presente invencion el uso con el anterior objetivo de un peptido 
estabilizador derivado de los primeros 47 aminoacidos del antigeno P64k de N. 
meningitidis B:4:P1.15 (solicitud de Patente Europea No. 0 474 313 A2), y su 
deteccidn mediante un anticuerpo monoclonal murine que lo reconoce 
especificamente . 

EJBMPLOS DE REALIZACI6N 

EJEMPLO 1 r 

El antigeno LpdA de TV. meningitidis (P64k, LpdA) es una proteina de 594 
aminoacidos que pertenece a la familia de las dihidrolipoamida deshidrogenasas 
(EC 1.8.1.4) y especificamente, a un nuevo subgrupo dentro de las mismas 
caracterizado por poseer un dominio de union al acido lipoico, analogo al 
presente en las dihidrolipoamida acetil transferasas, en su porcion 
aminoterminal (Kruger, N., Oppermann, F. B., Lorenzl, H. y Steinbuchel, A., J. 
Bacterid., 176, 3614-3630,1994; Hein, S. y Steinbuchel, A., J. Bacteriol., 176, 
4394-4408, 1994). La proteina LpdA ha sido clonada y sobrexpresada en E. coli, 
con la adicion de 5 aminoacidos (MLDKR) en su extreme aminoterminal (solicitud 
de Patente Europea No. 0 474 313 A2; Figura 1). Aunque las denominates 
LpdA y P64k son equivalentes, se usara el nombre P64k para referirse a la 
proteina recombinante. 
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Para determinar la inmunogenicidad de diferentes fragmentos de dicho 
antigeno con el objetivo de analizar la posibilidad de usar los menos 
inmunogenicos como peptido estabilizador, se localizaron los epitopos para 
celulas B presentes en el mismo mediante la evaluacion de la reactividad de un 
5 suero policlonal anti-P64k contra peptidos sinteticos. 

Con este objetivo se purifico la P64k (solicitud de Patente Europea No. 0 474 
313 A2) mediante cromatografia de hidrofobicidad en Butyl-TSK y gel filtracion; y 
se desnaturalizo precipitandola con acido tricloroacetico (TCA), neutralizando con 
NaOH y equilibrando en tampon fosfato por cromatografia en gel filtracion. Esta 
10 preparacion se uso para inmunizar 30 ratones Balb/c con dosis de 20 mg 
adyuvadas con 2 mg de hidroxido de aluminio por via subcutanea, a los 0, 7 y 21 
dias; y a los 28 dias se hizo la extraccion final. Los sueros obtenidos se 
combinaron, y la mezcla resultante se alicuoto y se guardo a -20°C. 

A continuacion se sintetizaron 59 peptidos de 20 aminoacidos (a. a.) que 
15 cubren toda la secuencia de la proteina recombinante y se sobrelapan por 10 
a. a., usando un juego de reactivos para la sintesis en fase sdlida (Multipin 
Peptide Synthesis System, Chairon Mimotope Pty., Ltd., USA) en formato de 
placas de 96 pocillos y siguiendo las instrucciones del fabricante. Estos se 
numeraron consecutivamente a partir del extremo aminoterminal de la proteina. 
2 0 La reactividad del suero antiP64k contra estos peptidos se determino usando una 
dilution 1:2000 del mismo, y el formato de inmunoensayo usado fue el 
recomendado por el fabricante del juego de reactivos anterior. 

Los resultados pueden apreciarse en la Figura 2, en la cual se representan los 
valores de absorbancia para cada peptido. Es evidente que los primeros 110 

2 5 aminoacidos (representados por los peptidos 1 al 11) conforman un segmento 

pobremente inmunogenico a pesar de la desnaturalizacion del inmunogeno, que 
puede incluso exponer epitopos cripticos. Este segmento comprende en lo 
fundamental el dominio de union al acido lipoico y el espaciador rico en Prolina y 
Alanina que lo conecta al resto de la proteina. El resultado anterior demuestra 

3 0 que el mismo (o fragmentos de derivados de el) pueden utilizarse ventajosamente 

como peptidos estabilizadores, debido a la poca influencia que tendria sobre la 
inmunogenicidad de los polipeptidos a los que se fusione. Esta ventaja es 
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especialmente importante si el polipeptido de fusion constituye un candidato 
vacunal. 

EJEMPLO 2: 

Para la expresion de diferentes proteinas heterologas en E. coli mediante su 
fusion al dominio de unidn al acido lipoico del antigeno P64k de N. meningitidis 
B:4:P1.15 se construyo el vector de expresion pM-83, en el cual se introdujo la 
secuencia codificante para un peptido estabilizador derivado de los primeros 47 
aminoacidos de dicha proteina (NO. IDENTIFICACION DE SECUENCIA: 1). Esta 
secuencia se clono bajo el control del promotor triptofano de E. coli, presentando 
ademas este vector el terminador del bacteriofago T4 como serial de termination 
de la transcription y el gen de resistencia a la ampicilina como marcador de 
selection. 

Para su construction se amplified primeramente el estabilizador usando la 
Reaction en Cadena de la Polimerasa (PCR) (Randall, K. et al y Science, 42394, 
487-491, 1988) a partir del plasmidio pM-6, el cual porta la secuencia 
nucleotidica codificante para el antigeno P64k (solicitud de Patente Europea No. 
0 474 313 A2, Figura 1). Con este fin se usaron los oligonucleotides cebadores 
1573 y 1575, los cuales introducen sitios de restriction Ncol y Xbal en el 
fragmento de ADN amplificado que corresponden con los extremos amino- y 
carboxilo- terminal del estabilizador codificado por el mismo: 
Ncol 

1573: 5 f T T CC ATGGT AGATAAAAGAATGGC T T TAG 3' (NO. IDENTIFICACION DE 
SECUENCIA: 2) 

Xbal 

1575: 5' TTTCTAGATCCAAAGTAATCAGGGTATCG 3» (NO. IDENTIFICACION DE 
SECUENCIA: 3) 

La secuencia aminoacidica codificada por el estabilizador resultante se 
muestra en la Figura 3 (NO. IDENTIFICACION DE SECUENCIA: 6). La 
introduction del sitio de restriction Ncol cambia la Leucina 2 por una Valina; y el 
cebador 1575 elimina la secuencia ETD (position 45-47), introduciendo en su 
lugar la secuencia DLE. De esta forma la Lisina unidora del acido lipoico 
(posicidn 48) no forma parte del estabilizador, y la vecindad de la misma, que es 
altamente conservada en estos dominios (Russell, G.C., Guest, J.R., Biochim. 
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Biophys. Acta, 1076, 225-232, 1991) es alterada. Todo esto garantiza la 
eliminacion de las posibilidades de lipoilacion postradiational de las proteinas de 
fusion que lo contengan, y de generacion durante la inmunizacion con las 
mismas de autoanticuerpos de parecida especificidad a los presentes en los 
5 pacientes de cirrosis biliar primaria (Tuaillon, N., Andre, C, Briand, J. P. et al y J. 
Immunol., 148, 445-450). 

El plasmidio pM-83 fue construido mediante el clonaje de este fragmento (NO. 
IDENTIFICACION DE SECUENCIA: 5) previamente digerido Xbal/Ncol en el 
plasmidio pILM-29 (Guillen, G., Leal, M., Alvarez, A. et ah, Acta Biotecnologica, 

10 15, 97-106, 1995). El pILM29 contiene el gen para la proteina Opc (5c) de N. 
meningitidis fusionado a un peptido estabilizador consistente en los primeros 58 
aminoacidos de la IL-2 humana, de forma que dicha clonacion remueve el 
fragmento de IL-2 y fusiona la Opc al estabilizador de la P64k (Figura 4). Del 
plasmidio resultante, denominado pM-80, se suprimio a su vez el gen opc usando 

15 las enzimas Xbal y BamHI y en su lugar se clono un adaptador formado por la 
hibridacion de los oligonucleotides 1576 y 1577, lo que introduce sitios de 
restriccion Xbal, EcoRV y BamHI en el extremo 3' del fragmento estabilizador: 
1576 5' C TAG AT T T GAT AT C AG 3' (NO. IDENTIFICACION DE 

SECUENCIA: 7) 

20 1577 3' TAAACTATAGTCCTAG 5 1 (NO. IDENTIFICACION DE 

SECUENCIA: 8) 

Este plasmidio se denomino pM-83 (Figura 4). La insercion de todos los 
fragmentos de ADN y oligonucleotides, asi como el mantenimiento del marco 
2 5 correcto de lectura, se verificaron mediante secuenciacion del ADN segiin Sanger, 
F. etal y PNAS, USA, 74: 5463-5467, 1977. 

EJEMPLO 3: 

Es importante que el estabilizador no contenga regiones de alta homologia 
con proteinas humanas si la proteina de fusion resultante es un candidato 
30 vacunal. La determinacion de la similitud del peptido estabilizador del pM-83 
(EJEMPLO 2) con proteinas humanas se realizo mediante una busqueda de 
homologia en las bases de datos EMBL Data Library v.38 (Rice, CM., Fuchs, R., 
Higgins, D.G. et aL, Nucl. Acids Res. 21, 2967-2971, 1993) de secuencias 



WO 97/26359 



PCT/CU97/00001 



nucleotidicas, y SWISS-PRGT v.38 (Bairoch, A. y Boeckmann, B., Nucl. Acids 
Res. 21, 3093-3096, 1993) de secuencias aminoacidicas; ambas versiones de 
marzo de 1994. Para esta biisqueda se usaron dos de los programas BLAST 
(Altschul, S.F., Gish, W., Miller, W., Myers, E.W. y Lipman, D.J., J. Mol. BioL, 
5 215:403-410, 1990): BLASTP, que compara una secuencia de aminoacidos 
contra una base de secuencias de proteinas (en este caso SWISS-PROT) y 
TBLASTN, que compara una secuencia de aminoacidos contra todas las 
traducciones en ambas direcciones y en todos los marcos de lectura de una 
base de secuencias de nucleotidos, como en este caso la EMBL Data Library; en 
10 ambos casos se uso una matriz de valorizacion PAM120 [Dayhoff, M.O., 
Schwartz, R.M. y Orcutt, B.B., en: Dayhoff, M.O. (de.), Atlas of Protein 
Sequence and Structure, 5, supL3, 345-352, Natn. Biomed.Res. Found., 
Washington, 1978]. 

El resultado puede apreciarse en la Figura 5 y en la Figura 6, las cuales 
15 muestran las hojas de resultados respectivas del BLASTP y el TBLASTN (se han 
omitido secuencias homologas de procariotes o eucariotes inferiores para mayor 
claridad). Es obvio que ninguna proteina humana o de mamiferos presenta 
similitudes significativas con el estabilizador derivado de la P64k; pues las 
homologias detectadas por ambos algoritmos (en las piruvato quinasas 
2 0 humanas y de rata; y el extremo C-terminal de las mucinas humanas y 
caninas) presentan una altisima probabilidad de ocurrencia casual (como punto 
de comparacion, la misma probabilidad, para el caso de la dihidrolipoamida 
acetil transferasa de Azotobacter vinelandii, es de 3.7X10 5 ). 

De todo lo anterior puede concluirse que el uso de dicho estabilizador en 
2 5 candidatos vacunales es absolutamente seguro. 
EJEMPLO 4: 

La capacidad del estabilizador presente en el pM-83 de permitir la sintesis 
intracelular a altos niveles y en forma de cuerpos de inclusion se evaluo 
comparando la expresion de varias proteinas fusionadas a los primeros 22 o 58 
30 aminoacidos de la Interleucina-2 humana (IL-2), que es un peptido de fusion muy 
usado con este fin, o fusionadas a los primeros 47 a.a. del antigeno P64k 
modificado segun se describe en el EJEMPLO 2. 
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Para ello se clonaron en los vectores pFP15 (hIL2-58; Patente Europea No. 416 
673 Bl) o pM-83 (P64k-47) los genes codificantes para la proteinas de membrana 
externa de N. meningitidis B:4:P1.15 PorA y Opc; y en los vectores pISL31 (hIL2- 
22, Castellanos-Serra, L.R., Hardy, E., Ubieta, R., et al. 9 Manuscrito remitido) o 
pM-83, los genes codificantes para un polipeptido multiepitopico (PME) que 
incluye regiones inmunogenicas de varios aislamientos del Virus de la 
Inmunodeficiencia Humana, VIH. Los plasmidios de expresion resultantes son: 
pILM-28 (IL2-58 + PorA; Guillen, G., Alvarez, A., Leon, L., et al, 494-498 en: 
Conde-Gonzalez, C.J., Morse, S., Rice, P. et at (eds)., Pathobiology and 
Immunobiology of Neisseriaceae, Instituto Nacional de Salud Publica, 
Cuernavaca, Mexico, 1994), pM-82 (P64k-47 + PorA; Niebla, O., Alvarez, A., 
Gonzalez, S. et al, 85-86 en: Evans, J.S., Yost, S.E., Maiden, M.C.J, et al 
(eds.)., Neisseria 94: Proceedings of the IX International Pathogenic Neisseria 
Conference, Winchester, England, 1994), pILM-29 (IL2-58 + Opc; Guillen, G., 
Leal, M., Alvarez, A. et al y Acta Biotecnologica, 15, 97-106, 1995), pM-80 
(EJEMPLO 2, Figura 4), pTAB4 (IL2-22 + PME) y pTAB9 (P64k-47 + PME). 

Las proteinas TAB4 y TAB9 son polipeptidos multiepitopicos (PME) que 
incluyen varias copias de la parte central de la region variable 3 (V3) de la 
proteina gpl20 del VIH-1. Para la construccion de estos PME fueron 
seleccionados los 15 aminoacidos centrales de la region V3 de los aislamientos 
siguientes: 

-LR150: SRG I RI GPGRAI LAT (NO. I DENT I FI CAC I ON DE SECUENCIA: 9 
-JY1: RQSTPIGLGQALYTT (NO. I DENT I FI CAC I ON DE SECUENCIA: 1Q 
-RF: RKSITKGPGRVIYAT (NO. IDENTIFICACION DE SECUENCIA: 12) 
-MN: RKRIHIGPGRAFYTT (NO. I DENT I F I CAC I ON DE SECUENCIA: 13 
-BRVA: RKRITMGPGRVYYTT (NO. I DENT I FI CAC I ON DE SECUENCIA: 13 
-IIIB: SIRIQRGPGRAFVTI (NO. IDENTIFICACION DE SECUENCIA: 14) 
Estas regiones estan unidas entre si por un peptido espaciador de cinco 
aminoacidos, de secuencia AGGGA (NO. IDENTIFICACION DE SECUENCIA: 17). 

Para su obtencion, la secuencia de ADN codificante para los epitopos V3 
enlazados por el peptido espaciador se obtuvo por sintesis quimica (NO. 
IDENTIFICACION DE SECUENCIA: 21) y se clono bajo el control del promotor 
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triptofano, fusionada a los primeros 22 aminoacidos de la IL-2 humana (Figura 
7). Del plasmidio resultante, llamado pTAB3, se extrajo un fragmento 
conteniendo el gen para el PME, el promotor triptofano y el terminador del fago 
T4 mediante digestion con las enzimas Seal y Hindlll, y se clono en pUC19 
5 (Yanisch-Perron, C. et al., 1985, Gene 33, 103-119) para obtener el pTAB4 
(Figura 7). Finalmente, el pTAB9 se construyo eliminando la secuencia 
codificante para el estabilizador derivado de la IL-2 humana por digestion con las 
enzimas Ncol y Xbal, y clonando en su lugar un fragmento codificante para los 
primeros 47 aminoacidos del antigeno P64k obtenido por Reaccion en Cadena de 
0 la Polimerasa (PCR), como se describe en el EJEMPLO 2. La secuencia del PME 
resultante se muestra en la Figura 8, y su organization en la Figura 9 A. 

Las cepas hospederas de E. coli K-12 usadas para todos estos plasmidios 
fueron la W3110 (Hill, C.W., y Hamish, B,W. Proc.Natl. Acad. Sci., 78, 7069, 
1981; Jensen, K. F., J.Bacteriol., 175, 3401-3407, 1993) para pILM-28, pILM-29, 
5 pM-80 y pM-82; y la W31 10 trpA905, para pTAB4 y pTAB9. La expresion se logro 
en todos los casos inoculando un cultivo de 5 mL de medio LB (Sambrook, J., 
Fritsch, E.F. y Maniatis, T., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring 
Harbor Laboratory Press, 1989, New York, USA) con ampicilina (Ap) a 50 ng/mL y 
triptofano (W) a 100 fig/mL, el cual se crecio por 12 h a 37°C. Di.cho cultivo se 
uso para inocular cultivos de 50 mL de LB-Ap (pTAB4 y pTAB9) o de un medio 
definido compuesto por sales M9 (Miller, J.H., Experiments in Molecular 
Genetics, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1972, New York, USA), glucosa al 
1%, hidrolizado de caseina al 1%, CaCb 0.1 mM, MgCl 2 ImM y Ap a 50 ug/mL 
(pILM-28, pILM-29, pM-80, pM-82), los cuales se crecieron 12 h a 37°C y 250 
r.p.m. Al cabo de este tiempo se tomaron muestras de proteinas totales y 'se 
analizaron mediante electroforesis desnaturalizante en geles de poliacrilamida 
(SDS-PAGE, Laemmli, U.K., Nature, 277, 680, 1970) y tincion con Azul Brillante 
de Coomassie R-250; analizandose el porciento de expresion con un densitometro 
de laser Bromma-LKB. Su localization celular se determino lisando las celulas 
mediante tratamiento combinado con lisozima y ultrasonido, tras lo cual se 
separaron las proteinas solubles de las insolubles por centrifugacion. La 
insolubilidad de la proteina se uso como criterio para asumir su expresion como 
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cuerpos de inclusion, pues otras condiciones bajo las cuales puede exhibir dicho 
comportamiento (asociacion a membranas o al peptidoglucano) son improbables 
en este caso. 

Un resumen de los resultados puede apreciarse en la Figura 10 A. En todos 
5 los casos la expresion bajo el estabilizador derivado de la P64k es comparable a 
la expresion fusionada a peptidos de la IL-2 en cuanto a la relacion de proteina 
heterologa: proteina celular total (Ver Figura 10 B para el caso del PME); lo que 
confirma la capacidad del pM-83 para ser usado como vector para la expresion 
de peptidos de fusion. Es de senalar que estos polipeptidos son de dificil 

IQ expresion en E. coli si no se fusionan, ya sea por su pequeno tamafio y 
sensibilidad a proteasas del hospedero, como el PME, o por su toxicidad en el 
caso de la proteina Por A y las porinas bacterianas en general (Carbonetti, N.H. y 
Sparling, P.F.; Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 84, 9084-9088). En todos los casos el 
producto se obtuvo como cuerpos de inclusion, como se ejemplifica para el 

15 pTAB9 (Figura 10 C). 

En conclusion es posible plantear que el uso del estabilizador derivado de los 
primeros 47 aminoacidos del antigeno P64k de N. meningitidis (P64k-47) resulta 
en una eficiencia de expresion de proteinas heterologas como cuerpos de 
inclusidn comparable a la de otros sistemas (solicitudes de patentes europeas No. 

20 0 416 673 A2 y No. 229 998, Hoechst AG; patente europea No. 0 416 673 Bl; 
Castellanos-Serra, L.R., Hardy, E., Ubieta, R., et al., Manuscrito remitido), con el 
beneficio adicional de poder usarse el producto directamente (i.e., sin separarlo 
del estabilizador) debido a la ausencia de homologia significativa con antigenos 
de procedencia humana. 

25 EJEMPLO 5: 

La disponibilidad de un ligando que reconozca especificamente el 
estabilizador (Ej. un anticuerpo, un cofactor enzimatico, etc.) es una 
caracteristica deseable en cualquier sistema de expresion de proteinas 
recom8binantes. Esto se debe a que lo anterior puede permitir, por ejemplo, el 

30 diserio de esquemas eficientes de purificacion por afinidad si se inmoviliza 
dicho ligando en una resina cromatografica; e incluso -en el caso de los 
anticuerpos- el seguimiento de los pasos intermedios de la purificacion 



WO 97/26359 



15 



PCT/CU97/00001 



mediante tecnicas inmunoldgicas, independientemente de la identidad de la 
proteina heterologa expresada. 

Dicho objetivo se alcanzo inmunizando ratones con la proteina TAB 13 (NO. 
IDENTIFICACION DE SECUENCIA: 20) con la finalidad de obtener anticuerpos 
monoclonales (MAb) contra su estabilizador. TAB 13 es un PME derivado del 
TAB9 que se diferencia de este por la presencia de 2 regiones V3 consenso 
adicionales (Figura 9 B): 

-C6: TSITIGPGQVFYRTG (NO. IDENTIFICACION DE SECUENCIA: 15) 
-C8: RQRTSIGQGQALYTT (NO. IDENTIFICACION DE SECUENCIA: 16) 

Este PME fue expresado (EJEMPLO 4) y purificado (EJEMPLO 6) de manera 
analoga a la descrita para los TAB4 y TAB9. 

A continuacion se inmunizaron ratones Balb/c por via subcutanea con 3 
dosis de 20 jug de TAB 13 adyuvado en Al(OH) 3 con 15 dias de interval©; y una 
reactivacion por via intraperitoneal con 20 fig de TAB 13 en solucion tampon 
fosfato, 20 dias despues de la ultima dosis. Los esplecnocitos de este animal se 
fundieron con el mieloma X63 Ag8 653 y los hibridomas resultantes se aislaron 
y pesquisaron segiin metodos establecidos (Gavilondo, J.V. (ed.), Anticuerpos 
Monoclonales: Teoria y Practica, Elfos Scientiae, 1995, La Habana, Cuba). 

La reactividad de los anticuerpos secretados por los hibridomas aislados se 
evaluo mediante ELISA, recubriendo con el PME TAB 13, la proteina P64k o 
peptidos sinteticos representando las diferentes regiones V3 presentes en 
TAB 13. En total se obtuvieron 18 clones positivos, uno de los cuales, el 
denominado 448/30/7, reconoce tanto a TAB 13 como a la P64k, pero a 
ninguno de los peptidos de la gpl20. 

La especificidad de este MAb por el peptido estabilizador del pM-83 y la 
posibilidad de su uso para la deteccion inmunologica de proteinas que lo 
contengan se determino mediante Western blotting, usando como muestras 
diferentes proteinas heterologas fusionadas al estabilizador derivado de la P64k 
(P64k-47), o la misma proteina fusionada ya al P64k-47 o a los primeros 58 
aminoacidos de la IL-2 (IL2-58). Para esto se transformo la cepa MM294 de E. 
coli (Sambrook,J., Fritsch, E.F. y Maniatis, T., Molecular Cloning: A Laboratory 
Manual, 1989, Cold Spring Harbor Laboratory Press, New York, USA) con los 
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siguientes plasmidios: pILM-28 (IL2-58 + porA), pM-82 (P64k-47 + porA), 
pTAB13 (P64k-47 + PME), pM-6 (P64k) y pFP15 (IL-2). Tambien se uso el 
plasmidio de expresion pM-134, el cual contiene los primeros 120 aminoacidos 
de la P64k (los cuales comprenden el sitio de union al acido lipoico) bajo 
5 identicas senates regulatorias a los anteriores. Este segmento se amplified por 
RCP usando los cebadores Nos. 1573 (NO. IDENTIFICACION DE SECUENCIA: 
2) y 2192 (NO. IDENTIFICACION DE SECUENCIA: 4); se digirio con las enzimas 
Ncol y BamHI, y se clono en el plasmidio pFP15 (Ver EJEMPLO 4) digerido 
identicamente. La expresion de estos transformantes se logro en las condiciones 

10 de crecirniento especificadas en el EJEMPLO 4 para el pTAB4 y el pTAB9. 

En la Figura 1 1 se representan los resultados. Como puede apreciarse, el 
MAb 448/30/7 reconoce un epitopo probablemente lineal en el estabilizador 
P64k-47, debido a su reactividad con las muestras de los plasmidios pM-6, pM- 
82, pTAB13 y pM134 a pesar de ser todas estas proteinas antigenicamente 

15 disimiles. Este experimento demuestra que en ningun caso esta reactividad se 
debe a la proteina fusionada al estabilizador (ver Ej. los plasmidios pILM-28 y 
pM-82: ambos portan el gen porA bajo diferentes estabilizadores) y evidencia la 
especificidad de reconocimiento del MAb. 

En conclusion, el sistema de expresion conformado por el estabilizador P64k- 

2 0 47, los plasmidios que lo contienen y el MAb 448/30/7 permite la sintesis 
eficiente y en forma de cuerpos de inclusion de una gran variedad de proteinas, 
y su deteccion sin la disponibilidad previa de sondas inmunologicas contra 
cada polipeptido a expresar. 
EJEMPLO 6: 

25 La ausencia de efectos deletereos sobre la respuesta inmune contra el 
polipeptido fusionado al estabilizador es un factor importante a tener en cuenta 
al seleccionar un sistema de expresion para candidates vacunales. Una de las 
ventajas del sistema de expresion basado en el estabilizador P64k-47 es 
precisamente su baja inmunogenicidad (EJEMPLO 1), la cual garantiza lo 

30 anterior. No obstante, se evaluo cualitativamente la influencia del estabilizador 
P64k-47 en la respuesta inmune contra la proteina fusionada mediante la 
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compaction de la respuesta-de anticuerpos contra los diferentes peptidos del V3 
presentes en los PME TAB4 (IL2-22) y TAB9 (P64k-47). 

Para la expresion y la purification de TAB4 y TAB9, se obtuvo biomasa de las 
cepas W3110 trpA905 + pTAB4 y W31 10 trpA905 + pTAB9 como se describe en el 
5 EJEMPLO 4. Esta biomasa se rompio combinando el tratamiento con lisozima y 
con ultrasonido en presencia de fluoruro de fenilmetil sulfonilo (PMSF, y e l 
detergente no ionico Triton-X-100; se obtuvieron los cuerpos de inclusion por 
centrifugacion diferencial, y se purificaron parcialmente y solubilizaron los PME 
medaante dos ciclos sucesivos de lavados de los cuerpos de inclusion con agentes 
) caotrop 1C os y detergentes (TAB4: 1. Urea 4 M + Triton-X-100 1%, 2. Urea 8 M 
TAB9: 1. Urea 8 M + Triton-X-100 1%, 2. cloruro de guanidinio 6 M) Los 
sobrenadantes obtenidos se purificaron finalmente usando un gradiente de 20 a 
80o/ 0 de acetonitrilo en una columna C4 VYDAC de cromatografia liquida de alta 
resolucion (HPLC), lograndose aproximadamente un 90% de pureza. 

Las proteinas recombinantes purificadas se adyuvaron en gel de hidroxido de 
alummio usando una relation de 60 mg de adyuvante por mg de proteina, y con 
las rmsmas se inmunizaron 5 grupos de conejos por via subcutanea con 200 
Hg/dosis. La respuesta se evaluo por ELISA, usando placas de poliestireno de 96 
pocxllos (High binding, Costar, USA), y recubriendo bien con el PME usado para 
la mmunizacion, o con peptidos correspondientes a cada una de las regiones V3 
presentes en el mismo. Los titulos se calcularon como la maxima dilution de 
cada suero con un valor de absorbancia mayor al doble del de una mezcla de 
sueros preinmunes; todos los sueros se analizaron por duplicado. 

Los valores obtenidos (Figura 12) muestran que los titulos contra las regiones 
V3 son similares entre las variantes IL2-22 + PME (TAB4) y P64K-47 + PME 
(TAB9). Aunque la frecuencia de reconocimiento de los peptidos es ligeramente 
mayor para el TAB9, esta diferencia no es estadisticamente significativa (p < 
0.05). En conclusion, la inmunogenicidad de la proteina heterologa es afectada 
por el estabilizador P64K-47 de forma minima, y comparable a otros sistemas 
de expresion corrientemente en uso. 
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Breve descripcion de las Figures: 
Figura Is Secuencia nucleotidica del gen P64k. Se muestra en italicas la 
secuencia adicionada en el plasmidio pM-6 (solicitud de Patente Europea No. 0 
474 313 A2), ausente originalmente en el gen IpdA. 

Figura 2: Reactividad del suero policlonal de raton contra peptides de la 
P64k. Se escogio un valor minimo de 0.4 unidades de densidad optica para 
considerar el resultado como positive 

Figura 3: Secuencia aminoacidica del estabilizador, deducida de la secuencia 
de ADN amplificada por RCP a partir del plasmidio pM-6. Las secuencias 
subrayadas corresponden a los oligonucleotides cebadores. 
Figura 4: Estrategia de construccion del plasmido pM-83. 
Figura 5: Resultados de la busqueda de homologia entre las secuencias del 
estabilizador ('Query') y las presentes en la base SWISS-PROT ('Sbjct'), usando 
el programa BLASTP. Solo se muestran las entradas correspondientes a 
proteinas humanas o de mamiferos. P(N) representa la probabilidad de 
encontrar N alineamientos iguales en una base compuesta de secuencias 
aleatorias; la significancia de la homologia disminuye con el valor de P(N). 
Residuos identicos se representan con su codigo de una letra; las sustituciones 
conservativas con un '+', y las diferencias no se sehalan. 

Figura 6: Resultados de la busqueda de homologia entre las secuencias del 
estabilizador ('Query') y todas la posibles traducciones de las secuencias de la 
EMBL Data Library ('Sbjct'), usando el programa TBLASTN. Solo se muestran 
las entradas correspondientes a proteinas humanas o de mamiferos. P(N) 
representa la probabilidad de encontrar N alineamientos iguales en una base 
compuesta de secuencias aleatorias; la significancia de la homologia disminuye 
con el valor de P(N). Residuos identicos se representan con su eddigo de una 
letra; las sustituciones conservativas con un '+', y las diferencias no se sehalan. 
Figura 7: Estrategia de construccion de pTAB4 y pTAB9. 
Figura 8: Secuencia nucleotidica y aminoacidica del PME TAB9. 
Figura 9: A: Estructura general de los PME TAB4 y TAB9. B: Estructura 
general del PME TAB 13. 
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Figura 10: Comparacion- de la expresion de los genes porA, opc y del PME 
bajo estabilizadores derivados de la IL-2 humana o de los primeros 47 
aminoacidos del antigeno P64k. 

A: Tabla comparative hIL2-58 se refiere a los primeros 58 aminoacidos de la 
5 IL-2 humana, hIL2-22 a los primeros 22, y P64k-47 al estabilisador derivado de 
los pnmeros 47 aminoacidos del antigeno P64k. 

B: Analisis comparado por SDS-PAGE de la expresion del PME en los 
Plasmidios TAB4 y TAB9. Carril A: Marcadores de peso molecular; B: Proteinas 
totales de la cepa W3110 trpA905; C: Proteinas totales de W33 10 trpA905 + 
1 0 PTAB4; D: TAB4 purificada; E: Proteinas totales de W3 1 10 trpA905 + pTAB9- p- 
TAB9 purificada. * ' ' 

C: Expresion de TAB9 en cuerpos de inclusion. A: Proteinas solubles de la 
muestra. B: Proteinas insolubles o de membrana. 

Figura U: Western blotting' usando el MAb 448/30/7 eon muestras de 
15 Proteinas totales de E. colt MM294 transformada con: 1: Control negative 2- 
PM-6 (P64k), 3: pM-82 (P64k-47 + porA), 4: pTAB13 (P64k-47 + PME) 5- P FP1 5 
(IL-2), 6: pM-134 (P64k-120), 7: p,LM-28 (IL2-58 + porA). A la isquierda se 
represents la migracion de los patrones de peso molecular. 

Figura 12: Reciproco del valor del titulo por ELISA de los eonejos 
:0 mmunizados eon TAB4 y TAB9. MG: Media geometrica del reciproco de los 
titulos anti V3; R: Porciento de reactividad con los peptidos V3 
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NO. IDENTIFICACION DE SECUENCIA: 1 
TIPO DE SECUENCIA: Aminoacidica 
LONGITUD: 4 7 aminoacidos 

TIPO DE MOLECULA: Primeros 47 aminoacidos de la protei 
recombinante P64k de N. meningitidis. 

ML DKRMAL VE LK V P D I GGHE N VD I IAVEVNVGDTIAVDDTLITLETD 4 4 



NO. IDENTIFICACION DE SECUENCIA: 2 
TIPO DE SECUENCIA: Nucleotidica 
LONGITUD: 29 bases 

TIPO DE MOLECULA: Oligonucleotide sintetico 

PROPIEDADES: Cebador 5 f No. 1573 para amplif icacion por RCP de los 
primeros 44 aminoacidos del antigeno P64k de N. meningitidis . 

T T C C AT GG T AG AT AAAAG AAT G G C T T TAG 2 9 



NO. IDENTIFICACION DE SECUENCIA: 3 
TIPO DE SECUENCIA: Nucleotidica 
LONGITUD: 2 9 bases 

TIPO DE MOLECULA: Oligonucleot ido sintetico 

PROPIEDADES: Cebador 3' No. 1575 para amplif icacion por RCP de los 
primeros 44 aminoacidos del antigeno P64k de N. meningitidis. 

TTTCTAGATCCAAAGTAATCAGGGTATCG 2 9 



NO. IDENTIFICACION DE SECUENCIA: 4 
TIPO DE SECUENCIA: Nucleotidica 
LONGITUD: 26 bases 

TIPO DE MOLECULA: Oligonucleotide sintetico 

PROPIEDADES: Cebador 3' No. 2192 para amplif icacion por RCP de los 
primeros 120 aminoacidos del antigeno P64k deN. meningitidis . 



GGCGGTTCTGCCGATTAAGGATCCGA 



26 
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NO. IDENTIFICACION DE SEtUENCIA: 5 
TIPO DE SECUENCIA: Nucleot idica 
LONGITUD: 14 6 pares de bases 
TIPO DE CADENA: Doble 

TIPO DE MOLECULA: Fragmento amplif icado por RCP 

CARACTERI STICAS : Posicion 3 a 8, sitio de restriction Ncol; 139 a 
144, sitio de restriccion Xbal 

PROPIEDADES: Derivado de los primeros 47 aminoacidos del antigeno 
P64k de N. meningitidis; la introduccion de los sitios de 
restriccion provoca cambios en la secuencia nucleotidica del mismo. 

TTCCATGGTAGATAAAAGAATGGCTTTAGTTGAATTGAAAGTGCCCGACATTGGCGGACA 60 

CGAAAATGTAGATATTATCGCGGTTGAAGTAAACGTGGGCGACACTATTGCTGTGGACGA 120 
TACCCTGATTACTTTGGATCTAGAAA 146 



NO. IDENTIFICACION DE SECUENCIA: 6 
TIPO DE SECUENCIA: Aminoacidica 
LONGITUD: 47 aminoacidos 

TIPO DE MOLECULA: Es tabili zador derivado de los primeros 47 
aminoacidos del antigeno P64k de Neisseria meningitidis 
PROPIEDADES: Tiene los siguientes cambios respecto a P64K: L2~*V2; 
E 4 5->D4 5 ; T4 6~>L4 6 ; D4 7~>E 4 7 

MVDKRMALVELKVPDIGGHENVDIIAVEVNVGDTIAVDDTLITLDLE 4 7 



NO. IDENTIFICACION DE SECUENCIA: 7 
TIPO DE SECUENCIA: Nucleotidica 
LONGITUD: 16 bases 

TIPO DE MOLECULA: Oligonucleotide sintetico. 
CTAGAT T T GAT AT C AG 



NO. IDENTIFICACION DE SECUENCIA: 8 
TIPO DE SECUENCIA: Nucleotidica 
LONGITUD: 16 bases 

TIPO DE MOLECULA: Oligonucleotide sintetico 

GAT C C T G ATAT C AAAT x g 

NO. IDENTIFICACION DE SECUENCIA: 9 
TIPO DE SECUENCIA: Aminoacidica 
LONGITUD: 15 aminoacidos 

TIPO DE MOLECULA: Region central del lazo V3 de la gpl20 del HIV-1, 
aislamiento LR150 



SRGIRIGPGRAILAT 



15 
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NO. IDENTIFICACION DE SECUENCIA: 10 
TIPO DE SECUENCIA: Aminoacidica 
LONGITUD: 15 aminoacidos 

TIPO DE MOLECULA : Region central del lazo V3 de la gpl20 del HIV-1, 
aislamiento JY1 . 

RQSTPIGLGQALYTT i 5 



NO. IDENTIFICACION DE SECUENCIA: 11 
TIPO DE SECUENCIA: Aminoacidica 
LONGITUD: 15 aminoacidos 

TIPO DE MOLECULA: Region central del lazo V3 de la gpl20 del HIV-1, 
aislamiento RF. 

RKSITKGPGRVI YAT 3 = 



NO. IDENTIFICACION DE SECUENCIA: 12 
TIPO DE SECUENCIA: Aminoacidica 
LONGITUD: 15 aminoacidos 

TIPO DE MOLECULA: Region central del lazo V3 de la gpl20 del HIV-1, 
aislamiento MN . 

RKRIHIGPGRAFYTT 1 5 



NO. IDENTIFICACION DE SECUENCIA: 13 
TIPO DE SECUENCIA: Aminoacidica 
LONGITUD: 15 aminoacidos 

TIPO DE MOLECULA: Region central del lazo V3 de la gp!20 del HIV-1, 
aislamiento BRVA. 

RKRITMGPGRVYYTT 1 5 



NO. IDENTIFICACION DE SECUENCIA: 14 
TIPO DE SECUENCIA: Aminoacidica 
LONGITUD: 15 aminoacidos 

TIPO DE MOLECULA: Region central del lazo V3 de la gpl20 del HIV-1, 
aislamiento IIIB. 

0 S I R I QRG PGRAFVT I 15 



NO. IDENTIFICACION DE SECUENCIA: 15 
TIPO DE SECUENCIA: Aminoacidica 
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LONGITUD: 15 aminoacidos" 

TIPO DE MOLECULA: Secuencia consenso de la region central del la 
V3 de la g P 120 de diferentes aislamientos del HIV-1, posicion 
dentro del PME TAB13. 

TSITIGPGQVFYRTG 15 



NO. IDENTIFICACION DE SECUENCIA: 16 
TIPO DE SECUENCIA: Aminoacidica 
LONGITUD: 15 aminoacidos 

TIPO DE MOLECULA: Secuencia consenso de la region central del la 
V3 de la gpl20 de diferentes aislamientos del HIV-1, posicion 
dentro del PME TAB 1 3 . 

RQRTS IGQGQALYTT , «- 



NO. IDENTIFICACION DE SECUENCIA: 17 
TIPO DE SECUENCIA: Aminoacidica 
LONGITUD: 5 aminoacidos 

TIPO DE MOLECULA: Espaciador flexible que separa los epit 
los PME TAB3, TAB4 , TAB 9 y TAB13 

AGGGA 



NO. IDENTIFICACION DE SECUENCIA: 18 
TIPO DE SECUENCIA: Aminoacidica 
LONGITUD: 141 aminoacidos 

TIPO DE MOLECULA: Polipeptido multiepitopico (PME) TAB 4 

MAPTSSSTAQTQLQLEHLLLDLQIFLSRGIRIGPGRAILATAGGGARQSTPIGLGGALYT 60 

TAGGGARKSITKGPGRVIYATAGGGARKRIHIGPGRAFYTTAGGGARKRITMGPGRVYYT 120 
TAGGGAS I RI QRG PGRAFVT I 141 

NO. IDENTIFICACION DE SECUENCIA: 19 
TIPO DE SECUENCIA: Aminoacidica 
LONGITUD: 162 aminoacidos 

TIPO DE MOLECULA: Polipeptido multiepitopico (PME) TAB 9 

MVDKRMALVELKVPDIGGHENVDI IAVEVNVGDTIAVDDTLITLDLDSRGIRIGPGRAIL 60 
ATAGGGARQSTP I GLGGALYTTAGGGARKS I TKGPGRV I YATAGGGARKR IHIGPGRAFY 120 
T TAGGGARKR I TMG PGR V Y YTTAGGGAS I R I QRG PGRAFVT I i 62 
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NO. IDENTIFICACION DE SECUENCIA: 20 
TIPO DE SECUENCIA: Aminoacidica 
LONGITUD: 202 aminoacidos 

TIPO DE MOLECULA: Polipeptido mul t iepi topico ( PME } TAB13 

^DKRMALVELKVPDIGGHENVDIIAVEVNVGDTIAVDDTLITLDLDSRGIRIGPGRAIL 60 
ATAGGGAROS T P I GLGOAL YTTAGGGARKS I TKGPGR V I YATAGGGARKR I H I G PGRAF Y 120 
TTAGGGARKRITMGPGRVYYTTAGGGARORTSIGOGOALYTTAGGGATSITIGPGOVFYR 180 
TGAGGGAS I R I QRG PGRAFVT I 202 



NO. IDENTIFICACION DE SECUENCIA: 21 
TIPO DE SECUENCIA: Nucleotidica 
LONGITUD: 368 pares de bases 
TIPO DE CADENA: Doble 

TIPO DE MOLECULA: Oligonucleotide smtetico 

CARACTERf STICAS : Posicion 1 a 6, sitio de restriction Xbal; 
posicion 363 a 368, sitio de restriccion BamHI 

PROPIEDADES: Codifica para los epitopos V3 unidos por el espaciador 
AGGGA en el PME TAB 9 

TCTAGACTCGAGAGGCATTCGTATCGGCCCAGGTCGCGCAATTTTAGCAACAGCTGGCGG 60 
TGGCGCACGTCAATCTACCCCTATTGGTTTAGGTCAGGCTCTGTATACGACTGCCGGCGG 120 
TGGTGCGCGCAAAAGTATCACCAAGGGTCCAGGCCGCGTCATTTACGCCACCGCGGGCGG 180 
CGGTGCCCGTAAGCGTATCCACATTGGCCCAGGCCGTGCATTCTATACTACAGCAGGTGG 24 0 
TGGCGCACGTAAACGCATCACTATGGGTCCTGGTCGCGTCTATTACACGACCGCTGGCGG 300 
CGGTGCTAGCATTCGCATCCAACGCGGCCCTGGTCGTGCATTTGTGACCATATGATAACG 360 
CGGGATCC 3 68 
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' REIVINDICACIONES 

1. - Proteina de fusidn caracterizada porque contiene un peptido estabilizador 
derivado de los primeros 47 aminoacidos del extremo N-terminal del anti geno P64k 
de Neisseria meningitidis B:4:P1. 15, la cual es fusionada a una proteina heterolcga. 

2. - Una proteina de fusion segun la reivindicacion 1 caracterizada porque dicha 
proteina heterologa es una proteina de la membrana externa de Neisseria 
meningitidis. 

3. - Una proteina de fusion segun la reivindicacion 1 y 2 caracterizada porque dicha 
proteina heterologa es la proteina Opc (5c) o la proteina PorA de Neisseria 
meningitidis. 

4. - Una proteina de fusion segun la reivindicacion 1 caracterizada porque dicha 
proteina heterdloga es un polipeptido multiepitopico que incluye varias copias de la 
parte central de la region variable 3 (V3) de la proteina gpl20 del VIH-1. 

5. - Una proteina de fusidn segun la reivindicacion 1 y 4 caracterizada porque dicha 
proteina heterologa son los polipeptidos TAB4 y/6 TAB9. 

6. - Un metodo para la purificacion de proteinas heterologas caracterizado porque se 
basa en el empleo de polipeptidos de fusion en Escherichia coli mediante el uso de un 
peptido estabilizador derivado de los primeros 47 aminoacidos del extremo N- 
terminal del antigeno P64k de Neisseria meningitidis B:4:P1.15 y que emplea un 
anticuerpo monoclonal especifico para dicho estabilizador que permite la 
inmunodeteccion de cualquier proteina fusionada al mismo. 

7. - Un metodo segun la reivindicacion 6 caracterizado porque la secuencia 
aminoacidica del peptido estabilizador se corresponde esencialmente con (NO. DE 
IDENTIFICACION DE SECUENCIA: 6) 

10 20 30 40 47 

MVDKRMALVE LKVPDIGGHE NVDIIAVEVN VGDTIAVDDT LITLDLE 

8. - Un metodo segun la reivindicacion 6 caracterizado porque el anticuerpo 
monoclonal empleado para la purificacion de la proteina de fusion es el denominado 
448/30/7. 

9. - Un metodo segun la reivindicacidn 6 caracterizado porque la proteina heterologa 
expresada es cualquier proteina que pueda ser empleada como inmunogeno en una 
preparation vacunal. 
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10. - Un metodo segun la reivindicacion 6 caracterizado porque la proteina heterologa 
expresada son los polipeptidos multiepitopicos TAB4 y/6 TAB9 6 las proteinas de la 
membrana externa Opc (5c) o PorA de Neisseria meningitidis. 

11. - El anticuerpo monoclonal 448/30/7 caracterizado porque es especffico para el 
5 peptido estabilizador derivado de los primeros 47 aminoacidos del extremo N- 

terminal del antigeno P64k de Neisseria meningitidis B:4:P1.15 y es empleado para la 
inmunodeteccion y la purificacion de cualquier proteina fusionada al mismo. 

12. - Un vector de expresion para la expresion de proteinas de fusion en Escherichia 
coli caracterizado porque contiene una secuencia que codifica para un peptido 

10 estabilizador derivado de los primeros 47 aminoacidos del extremo N-terminal del 
antigeno P64k de Neisseria meningitidis B:4:P1.15, bajo el control del promoter 
triptofano de Escherichia coli, seguida por sitios de restriccion Xbal, EcoRV y BamHI 
para la clonacion en fase de fragmentos de ADN codificantes para polipeptidos de 
interes, y como terminador el de la transcripcion del fago T4, asi como un gen de 

15 resistencia a ampicilina como marcador de seleccion. 

13. - Un vector de expresion para la expresion de proteinas de fusion en Escherichia 
coli segun la reivindicacion 12, caracterizado porque contiene una secuercia que 
codifica para un peptido estabilizador derivado de los primeros 47 aminoacidos del 
extremo N-terminal del antigeno P64k de Neisseria meningitidis B:4:P1.15, bajo el 

20 control del promotor triptofano de E. coli, seguida por sitios de restriccion Xbal, 
EcoRV y BamHI para la clonacion en fase de fragmentos de ADN codificantes para 
proteinas de la membrana externa de Neisseria meningitidis. 

14. - Un vector de expresion para la expresion de proteinas de fusion en Escherichia 
coli segun las reivindicaciones 12 y 13 caracterizado porque son los plasmidios pM- 

25 80ypM-82. 

15. - Un vector de expresion para la expresion de proteinas de fusion en Escherichia 
coli segun la reivindicacion 12 caracterizado porque contiene una secuencia que 
codifica para un peptido estabilizador deiivado de los primeros 47 aminoacidos del 
extremo N-terminal del antigeno P64k de Neisseria meningitidis B:4:P1.15, bajo el 

30 control del promotor triptofano de Escherichia coli, seguida por sitios de restriccion 
Xbal, EcoRV y BamHI para la clonacion en fase de fragmentos de ADN codificantes 
para polipeptidos multiepitopicos que incluyen varias copias de la parte central de la 
region variable 3 (V3) de la proteina gpl20 del VIH-1. 
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16. - Un vector de expresion segun las reivindicaciones 12 y 15 caracterizado porque 
son los plasmidios pTAB4 y pTAB9. 

17. - Cepa de Escherichia coli recombinante caracterizada porque es obtenida como 
resultado de la transfomacion de cualquier cepa de Escherichia coli K-12 con los 

5 vectores pM-80, pM-82 asi como pTAB4 y pTAB9 respectivamente, la cual exprese 
proteinas de fusion segun las reivindicaciones 3 y 5. 

18. - Uso de las proteinas de fusion segun las reivindicaciones de la 1 a la 5 en 
preparados vacunales destinados al uso en humanos o animales. 

19. - Composicion vacunal caracterizada porque esta constituida por la proteina de 
10 fusion de las reivindicaciones de la 1 a la 5 que contiene un antigeno heterologo 

formado por un peptido estabilizador derivado de los primeros 47 aminoacidos del 
extremo N-terminal del antigeno P64k de Neisseria meningitidis B:4:P1.15 fusionado 
a una proteina heterologa, asi como un adyuvante apropiado. 
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FIG. 1 
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